生体センサーのカリウムチャネルサブユニットに関する分子薬理学的・応用的研究 by 柳澤  輝行
生体センサーのカリウムチャネルサブユニットに関
する分子薬理学的・応用的研究
著者 柳澤  輝行
URL http://hdl.handle.net/10097/41274
r脚｢一一二　『
一tt!I･1.../｣･;'LJ剖｢
5iiid
l
町1ノート】　　　!･
生体センサーのカリウムチャネルサブユニット
に関する分子薬理学的･応用的研究
(課題番号10559002)
平成10年度～平成12年度科学研究費補助金
(基盤研究(B)(2))
研究成果報告書
平成13年3月
研究代表者　柳揮　輝行
(東北大学大学院医学系研究科･教授)
00021004935
′はじめに
従来､膜電位という電場の影響下にあると考えられる機能蛋白質としてはもっぱら電位
依存性陽イオンチャンネル(Na', Ca2', K')が考えられていた.これまで我々は膜酵素活
性が電位依存性を持つことを明らかにし.てきた｡そこで､もう一度イオンチャネルのサブ
ユニット構造を考え直す必要が生じてきた. K'チャネルはイオンチャネルの進化では最も
古く､イオンチャネルの"ロゼッタ･ストーン"と考えられている｡これら陽イオンチャネ
ルはそれ自身がイオン導管のaサブユニットに加えて種々のサブユニットを持つo Na'チ
ャネルはα､ β1､ β2であり､ ca2+チャネルは､ α1､ α2∂､ β､ γの4-5個のサブユニ
ットで構成されたヘテロマルチマ-である｡
ヘテロマルチマ-であるイオンチャネルはα1サブユニットのみの研究では生体機能を
説明できない.例えば､ ca2'チャネルα1サブユニットq)みを発現させると細胞膜上への発
親はごくわずかで､主として細胞内の小胞体にたまるが､ βサブユニットを共発現させる
と細胞膜上へ移行する｡ αlサブユニットのみの発現に比べDHP系ca括抗薬の結合数は
増加し､ Ca2+チャネルの開口確率が増加し､ ca2+チャネル電流が増大し､ Ca2+チャネル電流
の活性化･不活性化の速度も変化する｡これらの作用により､ βサブユニットはα1サブ
ユニットのCa2'チャネルとしての機能を増強する.交感神経終末自己受容体のα2アドレ
ナリン受容体によるネガティブフィードバックの分子機序が明らかになってきた｡ CAMP
の生成抑制､ K'チャネル開口などの他の機序もあるが､ GTP結合タンパク質のqaを介し
てN型ca2+チャネルを抑制することによる｡この抑制作用は､強い脱分極刺激により解除
される｡この抑制解除機構は､弱い興奮性刺激をカットし､強い興奮性刺激のみに反応す
るという神経系の機能のひとつであるフィルターの役割を果たす｡
ところがK'チャネルサブユニット構成に関しては､イオン導管のαサブユニット自身
がホモあるいはヘテロの4量体であり､そのために生体に実在するイオン導管の基本的性
質の推定ですら困難なのが現状であるoさらにその難しさを増しているのが､ aサブユニ
ット以外のサブユニットの存在であり､それらの構造に関しても研究の途に着いたばかり
である.例えば､電位依存性K'(Kv)チャネルには細胞内のβサブユニットが結合し､
細胞内ca2'活性化K'(BKca)チャネルのaサブユニットは7回膜貫通構造と長いC末の
細胞内ループにCa結合部位を持っていて､膜貫通型βサブユニットとの8量体で存在し
ていると考えられている. ATP感受性K'チャネル(KAY,)は2回膜貫通型の構造をもつ
αサブユニットとスルフォニルウレア受容体とのヘテロマルチマ- (8量体)である｡こ
のようにサブユニット構造が多種多彩であることからも､種々の精妙な生体機能調節にK'
チャネルが関与できることになると考えられる｡
本研究では当教室でクローニングしたK'チャネルα, βサブユニット(アルドーケト
還元酵素とのホモロジーを持つ)を基に､細胞内の低酸素を感知するK'チャネルセンサ
ーの分子薬理学的同定を行うことを目的としていた｡さらに､ガスである情報伝達物質NO,
co2, COや活性酸素ラジカル等のセンサー機能の活性部位の可能性の高いポルフィリンや
ヘムを含めた新しいバイオセンサーの開発につながる知見を得ることも目的として企画し
た｡構造生物学の情報と我々の知見を下に､細胞内環境センサー機構の新たな知見を得る
ととを目的として､比較的構造の知れた､ ca2'チャネルa, pサブユニットをも参考にし
て､イオンチャネルの構造と機能そしてサブユニット構造に関する知見を積み重ねてきた｡
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′研究成果
1 )ラットのKvl.4K(+)チャネルの不活性化ボールの数と不活性化過程
一過性外向き電流のKvl.4チャネルは4量体をなし､そのNタイプ不活性化は1､ 2ま
たは4つの不活性化ボールによってなされる｡その定量的関係を､アフリカツメガエルの
卵母細胞に発現した相同なキメラKfチャネルによって検討した.遺伝子改変によりKv1.4
の構成単位を直列に並べ､2量体または4量体キメラを形成した｡直列のcDNA Kvl.4_ Kvl.4
Delta1-145とKvl.4-lKvl.4Delta I-145](3)によりコードされているチャネルには2つまたは
1つ不活性化ボールがつながっているが､ Kvl.4自体には4つの不活性化ボールがコード
されている.全体としてK'電流を不括化するのに要する時定数は､不活性化ボールの数
が減少するにつれて延長した｡しかし､不活性化状態から回復するまでの時定数は不変で
あ?た. Kvl･4-Kvl･4 Delta 1-145チャネルとKvl.4-lKvl.4 Delta.1-145](3)チャネルの不活性
化に要する時間のKvl.4チャネルの不活性化に対する比はそれぞれ0.65と0.4であった｡
しかしそれらのチャネルの不活性化から回復する時間とKvl.4チャネルとの時定数はほぼ
同じであった.不活性化ボールを2つまたは4つ持つK'チャネルの不活性化に要する時
間の比はそれらの不活性化ボールが独立してそれぞれのチャネルに存在すると考えられる
K'チャネルのものよりも小さいoこれらの結果は､不活性化ボールがその受容部位に結合
する際､陽性に荷電しているボール相互に何らかの(例えば､斥力のような)抑制作用が
あることを示唆する｡さらにチャネルのもつ不活性化ボールの数が減少するにつれて不活
性化されない持続性K'電流が現れるようになった.
2) β3ノックアウトマウスに関する知見
細胞内のイオンチャネルサブユニットである､電位依存性ca2+チャネルのβ3サブユニッ
トは､それ自身でチャネル密度を高め､活性化･不活性化の速度を上昇し､さらには受容
体を介するチャネル活性調節3量体Gタンパク質β ･ γの結合部位と競合する｡ β3サブ
ユニットのノックアウトマウスを完成させた､研究分担者､村上は､以下のようなサブユ
ニット欠損による変化に関する知見を積み重ねた｡
a) β3ノックアウトマウスは末梢性痛覚の感受性が低下していること｡α,コノトキシン
やシルニジピンを脊髄膿に注入して比較検討して､この発現にはN型ca2+チャネルの機
能低下が関与していることを示した｡
b) β3ノックアウトマウスは食塩を付加すると血圧が上昇すること｡また週齢が増加す
ると肥満を示し血圧が上昇してくる｡さらには大動脈肥厚も見られることも確認した｡こ
れらは､このマウスがいわゆる､生活習慣病の肥満と塩分感受性高血圧の併存するモデル
の一つになりうることを示した｡
C) β3ノックアウトマウスは庄受容器反射がワイルドマウスに比べて著しく低下してい
ること｡
3.研究分担者の末永は､走査電気化学的顕微鏡で､酵素活性やサブユニットの酵素類似
活性を微小部位での測定に応用した知見を積み重ねた｡もう一人の研究分担者の小林は､
研究発表に見られるごとくphthalocymineやSubazaporphyrinなど広範な化合物の合成とそ
の化学電極応用に必要となる基礎的知見を積み重ねた｡
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塩分感受性高血圧モデルとしての電位依存性カルシウムチャネルβ3サブユニット
欠損マウスにおけるタウリンの循環器系への効果.
第65回日本循環器学会総会･学術集会,サテライトシンポジウム｢心疾患とタウリ
ン｣ 2001.3.27.京都.
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